New methodologies for biofilms control in food industry by Čapla, Jozef et al.
potravinárstvo 
ročník 4 10  3/2010 
 
ÚVOD 
 Mikrobiálna adhézia a tvorba biofilmov sú významným 
rizikovým faktorom pre potravinársky priemysel, pretože 
pomerne často je zaznamenávaný ich výskyt na povrchoch 
prichádzajúcich do styku s potravinami (Jay et al., 2005). 
Mikrobiálna adhézia je spôsobená v dôsledku zachytenia 
a pripevnenia mikroorganizmov na povrch, následne 
spúšťajúcich rastový proces. Bunkové rozmnožovanie 
umožňuje vznik kolónií a etablovanie biofilmu, keď 
bunková masa je dosť hrubá na to, aby zhromaždila živiny, 
zvyškové množstvá a iné  mikroorganizmy (Tsuneda et 
al., 2005). Biotechnologický sektor rieši problém tvorby 
biofilmu prostredníctvom rozvojových antibakteriálnych 
látok s novými mechanizmami účinku. Mnohé štúdie sa 
snažia zabrániť tvorbe biofilmu, iné sú zamerané na rozvoj 
antimikrobiálnych látok na ošetrenie už existujúcich 
biofilmov a ďalšie sa pokúšajú narušiť polymérové 
zväzky, ktoré spájajú biofilmy dokopy (Schachter, 2003). 
Dôležité ukazovatele bunkového prichytenia, tvorby 
a vývoja biofilmu popisuje v nasledujúcej tabuľke Donlan 
(2002).    
 
Tabuľka 1 Dôležité ukazovatele bunkového 
prichytenia, tvorby a vývoja biofilmu (Donlan, 2002) 
Vlastnosti 
adhézie 
povrchu 
Vlastnosti tekutiny Vlastnosti bunky 
Textúra alebo 
nerovnosť Rýchlosť prúdenia 
Hydrofóbny 
bunkový povrch 
Hydrofóbnosť pH Extracelulárne prívesky 
Teplota Extracelulárne polymérne látky 
Ióny Aklimatizácia 
povlaku Prítomnosť 
antimikrobiálnych 
látok 
Signalizačné 
molekuly 
 
 Bunky tvoriace biofilm môžu byť odlišné od 
planktonických buniek v tvorbe exopolymérnych látok 
(EPS), znížené rýchlosťou rastu a reguláciou špecifických 
génov (Donlan, 2002). Účinky spojené s tvorbou EPS 
v biofilmoch popisuje Wingender et al.(1999) a Wang et 
al. (2003). 
 
 
Tabuľka 2 Účinky spojené s tvorbou EPS v biofilmoch 
(Wingender et al., 1999, Wang et al., 2003) 
Funkcia Význam 
Adhézia k povrchu Prvý krok pri inertnej kolonizácii 
na povrchu, hromadenie baktérii 
na živiny bohatých povrchoch 
v oligotrofnom prostredí. 
Agregácia 
bakteriálnych 
buniek, tvorba 
vločiek a biofilmov 
 
Premostenie medzi bunkami a 
anorganickými časticami 
obsiahnutými v prostredí, 
imobilizácia bakteriálnych zmesí, 
základ pre rozvoj vysokej hustoty 
buniek a generácie pre nositeľov 
komunikačných procesov, príčina 
biofoulingu a biokorózie. 
Bunkové 
spoznávanie 
Symbiotické vzťahy s rastlinami 
alebo zvieratami, spustenie 
patogénnych procesov 
Enzymatická aktivita Asimilácia exogénnych 
makromolekúl pre získavanie 
živín, uvoľnenie buniek v biofilme 
prostredníctvom degradácie 
štrukturálnych ESP v biofilme. 
Interakcie 
polysacharidov 
s enzýmami 
Hromadenie, udržiavanie 
a stabilizácia vylučovaných 
enzýmov. 
Ochranná bariéra  Rezistencia k špecifickej 
a nešpecifickej hostiteľskej 
obranyschopnosti, rezistencia 
k biocídom. 
Sorpcia exogénnych 
organických 
zlúčenín 
Preplachovanie a hromadenie živín 
zo životného prostredia. 
Sorpcia 
anorganických iónov 
Akumulácia toxických iónov, 
podpora tvorby polysacharidového 
gélu a minerálov. 
Štrukturálne 
elementy biofilmov  
Sprostredkovanie mechanickej 
stability biofilmov, stanovenie 
tvaru konštrukcie EPS. 
 
Kontrola biofilmu s enzýmami  
 Použitie sanitačných prostriedkov na enzýmovom 
základe ako biočističe, tiež známe ako "zelené chemické 
látky", môže slúžiť ako vhodné riešenie na prekonanie 
problému tvorby biofilmov v potravinárskom priemysle. 
Technológia a výroba týchto enzýmov a na enzýmovom 
základe založených sanitačných prostriedkov je zväčša 
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chránená patentom. Enzýmy môžu byť použité na 
degradovanie biofilmu, ale kvôli rôznorodosti EPS 
v biofilme a zmesi činnosti enzýmov by mohli byť 
potrebné na dostatočný rozklad bakteriálnych biofilmov. 
Enzýmy a sanitačné prostriedky boli tiež používané ako 
synergenty na zlepšenie dezinfekčnej účinnosti. (Jaquelin 
et al., 1994; Johansen et al. 1997, Meyer, 2003). Je 
zložité nájsť enzýmy, ktoré sú účinné proti všetkým 
rôznym typom biofilmov. Takže zloženia obsahujúce 
niekoľko rôznych enzýmov sa zdajú byť rozhodujúce pre 
úspešnú kontrolu tvorby biofilmu. V zásade proteáza a 
polysacharidy hydrolyzujúce enzýmy môžu byť užitočné. 
Aj keď použitie enzýmov pri odstraňovaní bakteriálnych 
biofilmov je stále limitované, predovšetkým kvôli nízkym 
cenám dnes používaných chemikálií. Taktiež nízka 
komerčná dostupnosť rôznych enzýmových aktivít 
obmedzuje ich použitie  (Poppele et al., 2003, Boor et al., 
2006).  
 
Kontrola biofilmu s bakteriofágmi 
 Keď bakteriofágy prídu do kontaktu s biofilmami, 
vyskytujú sa ďalšie vzájomné interakcie, závislé na 
citlivosti baktérií biofilmu k bakterifágom a dostupnosti 
miesta receptorov (Beutin et al., 2007). Ak  bakteriofágy 
obsahujú enzýmy degradujúce polysacharidy, alebo ak 
značný rozpad buniek je ovplyvňovaný bakteriofágmi, 
integrita biofilmu môže byť rýchlo zničená (Liao et al., 
2006). Hughes et al. (1998) pracujúci v oblasti kontroly 
biofilmov Enterobacterter agglomerans použitím 
bakteriofágov zistili, že bunky sa ľahko rozkladali a 
biofilm bol degradovaný pridaním bakteriofágov, ak boli 
splnené určité kritériá. Baktéria musela byť citlivá na 
bakteriofágy a bakteriofágy depolymerizovaných 
polysacharidov musia byť schopné rozkladať ESP 
biofilmu. Bakteriofág potom rozloží bunky biofilmu, 
enzým polymerázy degraduje ESP a spôsobuje zbavenie sa 
biofilmu. Ak len jedno z týchto kritérií by bolo splnené, 
znamenalo by to značný stupeň degradácie biofilmu. 
Eventuálne spolužitie medzi bakteriofágmi a hostiteľskými 
baktériami s biofilmom by mohlo byť zdokonalené 
(Hughes et al., 1998, Liao et al., 2006). Bakteriofágy boli 
navrhnuté ako prostriedky ničenia alebo kontrolovania 
biofilmov, avšak technológia pre túto činnosť doposiaľ 
nebola úspešne rozvinutá a je relatívne málo dostupných 
informácii o bakteriofágoch napádajúcich baktérie na 
biofilmoch (Hughes et al., 1998; Sutherland et al., 2004, 
Liao et al., 2006).  
 
Kontrola biofilmu pomocou prostriedkov 
medzidruhovej interakcie – bioregulácia  
 Existencia viacnásobných interakcií alebo jednoduchá 
produkcia metabolitov môže  zasahovať do vývoja, ktorý 
zdá sa byť štrukturálne usporiadanou komunitou v rámci 
biofilmu (Luo, 2005). Rivalita v substráte je jednou 
z hlavných vývojových síl v bakteriálnom svete a mnohé 
výskumné údaje získané v laboratóriu za kontrolovaných 
podmienok ukázali ako rôzne mikroorganizmy môžu 
účinne zápasiť s inými z dôvodu lepšieho využitia daného 
zdroja energie (Christensen et al., 2002). Okrem toho, 
mnohé baktérie sú schopné syntetizácie   a vylučovania 
povrchovo aktívnych látok. V konkurenčnom prostredí by 
tento jav mohol hrať významnú úlohu. Al-Tahhan et al. 
(2000) zdôraznili, že aj pri veľmi nízkej úrovni 
biotenzidov, syntetizovaných rodom Pseudomonas spp., 
by mohli spôsobiť povrch bunky viac hydrofóbny. 
Z vlastností biotenzidov je známe, že môžu byť zahrnuté 
do exopolymerového presunu z jedného druhu baktérie do 
druhého, čo sa javí ako efektívnejšie v rámci matice 
biofilmu, kde sú bunky v tesnej blízkosti (Österreicher-
Ravid et al., 2000). Napriek tomu, v zmiešaných druhoch 
biofilmu by táto bunková vlastnosť podporovaná 
bakteriálnymi druhmi mohla mať antimikrobiálne 
vlastnosti na ďaľšie druhy baktérii. Produkcia biotenzidov 
môže zoslabiť tvorbu biofilmov (Daniels et al., 2004). 
Niekoľko autorov (Leriche  a Carpentier, 2000; Zhao et 
al., 2004) zistilo, že mikroorganizmy tvoriace biofilmy na 
povrchoch v mliekarenských závodoch by mohli zohrávať 
úlohu narušiteľa biologických činností patogénnych 
baktérií, a preto by mohli byť použité na zlepšenie 
povrchovej hygieny. Tenzidy  z Bacillus subtilis rozrušujú 
biofilmy počas rastu buniek a zabraňujú tvorbe biofilmu 
mikroorganizmami ako sú Salmonella enterica, 
Escherichia coli a Proteus mirabilis (Svensson et al., 
2000, Mireles et al., 2001). Taktiež, baktérie mliečneho 
kvasenia a výrobky, ktoré ich obsahújú boli  
zdokumentované pri ich antimikrobiálnej aktivite proti 
rastu Listerie monocytogenes (Zhao et al., 2004). 
Zistením, ktoré široké spektrá baktérií využívajú quorum 
sensing na uskutočňovanie tvorby biofilmu a diferenciácie 
predstavuje atraktívny cieľ pre kontrolu biofilmu (Cui, 
2003; Daniels et al., 2004).  
 
Kontrola biofilmu – čistenie a dezinfekcia  
Biocídne výrobky – definícia  
 Podľa smernice 98/8/ES Európskeho parlamentu a Rady 
zo dňa 16. februára 1998 o uvádzaní biocídnych výrobkov 
na trh sú biocídne výrobky aktívne látky a prípravky 
obsahujúce jednu alebo viacero z nich upravené do formy, 
ktorá je dodávaná užívateľovi s cieľom ničenia, 
zastrašovania, zneškodnenia, zabránenia škodlivého 
účinku alebo spôsobenia iného inhibičného účinku na 
ľubovoľný škodlivý organizmus chemickými alebo 
biologickými prostriedkami. Termín biocíd sa bežne 
používa ako synonymum pre antimikrobiálne látky alebo 
sanitačné prostriedky. Avšak podľa Gilberta a McBaina 
(2003), trojica týchto definícii je odlišná a je definovaná 
nasledovne: Biocídy sú aktívne látky, ktoré pri určitej 
koncentrácii a definovaných podmienkach budú 
usmrcovať v určenom čase bunky; antimikrobiálne látky 
sú účinné látky, ktoré majú nepriaznivý vplyv na rast alebo 
rozmnožovanie mikroorganizmov; sanitačné prostriedky 
obsahujú účinné látky, ktoré sú bezpečné pre použitie na 
neživé povrchy,    a ktoré zabíjajú špecifické skupiny 
choroboplodných mikroorganizmov v stanovených časoch.  
Čistenie a dezinfekcia  
 Čistenia a dezinfekcia v potravinárskom priemysle patria 
medzi základné kroky, ktoré sa aplikujú pri zabezpečovaní 
výroby potravín a efektívnosť s akou sa tieto operácie 
vykonávajú veľmi ovplyvňujú konečnú kvalitu 
a bezpečnosť výrobku (Carpentier a Cerf, 1993). Čistenia  
a dezinfekcie sú posudzované oddelene, hoci v praxi sú 
niekedy ťažko rozdeliteľné.  
Čistenie je dôležitá fáza pre minimalizáciu mikrobiálnej 
kontaminácie priemyselného zariadenia na spracovanie 
potravín (Carpentier a Cerf, 1993). Je veľmi dôležitou 
zásadou  eliminovať čo najviac mikroorganizmov ešte pred 
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použitím dezinfekčného prostriedku. Čistiace postupy by 
mali účinne odstrániť zvyšky potravín a iné nečistoty, 
ktoré môžu obsahovať mikroorganizmy alebo podporovať 
mikrobiálny rast. Čistiace postupy zahŕňajú odstraňovanie 
nečistoty a zvyškov potravín mechanicky, studenou alebo 
teplou vodou, a až potom nasleduje použitie chemických 
látok, oplachovanie, dezinfekcia a oplachovanie. Vysoké 
teploty môžu znižovať potrebu fyzickej sily (Carpentier 
Cerf, 1993; Maukonen et al., 2003). Chemické látky, 
zvyčajne povrchovo aktívne látky alebo alkalické 
zlúčeniny, používané ako čistiace prostriedky, pozastavia a 
rozpustia zvyšky potravín znižovaním povrchového 
napätia, spôsobujú emulgáciu tukov a denaturácia 
bielkovín (Maukonen et al., 2003). Tieto chemické 
prípravky sú v súčasnosti používané v kombinácii. 
Mechanické pôsobenie (vodné turbulencie a drhnutie), je 
považované za veľmi účinné pri odstraňovaní biofilmu 
(Chmielewski a Frank, 2003; Maukonen et al., 2003). 
Účinný postup čistenia musí narušiť alebo rozložiť matricu 
ESP spojenú s biofilmom tak, aby dezinfekčné prostriedky 
mohli získať prístup k životaschopným bunkám 
(Carpentier a Cerf, 1993; Gibson et al., 1999). Čistiaci 
proces môže odstrániť viac ako 90% mikroorganizmov 
spojených s povrchom, nemožno sa ale spoliehať na to že 
ich usmrtí. Baktérie sa môžu opätovne uložiť na iné miesta 
a vzhľadom k prítomnosti vody a živín nám môžu vytvoriť 
biofilm. Preto musí byť vykonaná vždy aj dezinfekcia 
(Gibsona et al., 1999). V potravinárskom priemysle je 
proces čistenia dôležitým faktorom a je potrebné, aby 
všetky  plochy prichádzajúce do kontaktu  s potravinami 
boli čisté a aby zabránili mikrobiálnej kontaminácii a 
produkovali sa kvalitné a bezpečné potravinárske výrobky. 
Čistenie a dezinfekcia sú doplnkové procesy, ktoré 
spoločne pomáhajú dosiahnuť požadované výsledky. 
Dezinfekcia  
Dezinfekcia predstavuje používanie dezinfekčných 
prípravkov na ničenie mikroorganizmov. Napriek tomu 
v dezinfekčnom roztoku boli nájdené mikroorganizmy so 
schopnosťou tvoriť rezistentné kmene a zvyšovať tak 
ochranu biofilmu (Gilbert a Allison, 1999; McBain et al., 
2000). U prevádzkovateľov potravinárskych podnikov je 
dezinfekcia žiadaná, pretože mokré povrchy poskytujú 
priaznivé podmienky pre rast mikroorganizmov 
(Maukonen et al., 2003). Cieľom dezinfekcie je znížiť 
povrchové populácie životaschopných buniek po vyčistení 
a zabrániť rastu mikroorganizmov na povrchu pred 
opätovným spustením výroby. Dezinfekčné prostriedky 
neprenikajú do matice biofilmu na povrchu po 
neefektívnom čistiacom procese  a tak nezničia všetky živé 
bunky v biofilme (Holah, 1992; Carpentier a Cerf, 
1993).  
Dezinfekčné prostriedky sú efektívnejšie pri neprítomnosti 
organických látok (tuky, sacharidy      a materiály na báze 
bielkovín). Organické látky, pH, teplota, tvrdosť vody, 
chemické inhibítory, koncentrácia a kontaktný čas 
všeobecne slúžia na kontrolu účinnosti dezinfekčných  
prostriedkov (Mosteller a Bishop, 1994; Cloete et al., 
1998). Dezinfekčné prostriedky musia byť účinné, 
bezpečné, ľahko použiteľné a ľahko opláchnuteľné z 
povrchu, nesmú zanechávať žiadne toxické zvyšky, ktoré 
majú vplyv na senzorické hodnoty výrobku. Použitie 
dezinfekčných prostriedkov v potravinárskych 
prevádzkach závisí od použitého materiálu a adhézie 
mikroorganizmov. Na základe nasledovných poznatkov by 
sa malo vyberať používanie dezinfekčných prostriedkov, 
ktoré výraznou mierou pri správnej aplikácii zabraňujú 
rastu biofilmov:  
Je dezinfekčný prostriedok stabilný po riedení? 
Je používaný dezinfekčný prostriedok účinný v danom 
rozsahu pH? 
Je dezinfekčný prostriedok toxický, bezpečný alebo 
dráždivý? 
Aké je mikrobiálne spektrum dezinfekčného prostriedku? 
Ako teploty ovplyvňujú účinnosť dezinfekčného 
prostriedku?  
Je dezinfekčný prostriedok korozívny pre povrchy?  
Je dezinfekčný prostriedok povrchovo aktívny?  
Je dezinfekčný prostriedok stabilný, keď reaguje s 
organickým materiálom? (Troller, 1993; Wirtanen, 1995; 
Wirtanen et al., 2000, Manuzon et al., 2007). 
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